






































V cholerae 01 その多くが人に対して病原性をもつことが知られており，特iζ ，Vi br i 0 属菌は，





の分子レベルでの解析が望まれている。我々は，感染性下痢症の起因菌として V. metschniko.vi i を分
乙の菌は培養上清中に強い溶血活性を示し，菌の産生する溶血毒素と病原性の関連性が示唆さ離したが，
その性状を明らかlとするととこの臨床分離株の産生する溶血毒素を精製し，れた。乙のため本研究では，
もに，広く， Vi brz' 0 属菌の産生する溶血毒素の性状を理解するために，毒素による溶血作用機序の解析
も試みた。
〔方法〕
Brain heart infusion broth培地毒素の精製 : V. metschnikovi i の臨床分離株MIT 1 を，
7 時間培養し，遠心上清の酸沈澱で得た組毒素から， Pheny1-Sepharose C L 4 B (1 次)
の各カラムを用いて精製を行ったD 精製の指
で37 0C ，









ロット法にて解析した。毒素を作用した血球膜の電子顕微鏡写真は， nega tive 染色した検体について，




毒素の性状:精製毒素は， SDS 一電気泳動で分子量 5 万を示し，等電点、は p 1 5.1 であった。精製毒
素は乳のみマワス腸管で液体貯留を引き起こす他，ウサギ皮膚毛細血管透過性冗進作用 (p F活性)を持









った。しかもとの血球は，洗浄後 4.Cで反応を続けても溶血を起乙し，溶血の，いわゆる lysis s tepは
温度非依存性であることがわかった。 (4)溶血を阻害する二価イオンである Ni 2 +の存在下で毒素処理した
血球を洗浄後，毒素， Ni 2+共に存在しない反応液中で ， 3TC ， あるいは 4 .Cでさらに反応させたと乙ろ，
3TCでは血球は完全に溶血したが， 4.Cでは約10% しか溶血しなかった。乙の結果から，毒素による溶血
過程には，毒素と血球の結合 step と血球の lysis stepの聞に，温度依存性の，膜障害 step というべ
き過程が存在していることがわかった。 (5)毒素処理した血球を SDS ---'電気泳動し，イムノプロット法で
毒素を検出すると，毒素は血球膜上で tet ramer (4 量体)を形成している乙とがわかった。 (6)毒素の
tetramer 形成は， 溶血を間害する糖であるデキストランや，一部の二価イオンでは阻害されなかった
が， Ni 2+を含む別の一群の二価イオンで間害されていた。乙の結果と， (4)に示した結果を考え合わせる




以上の結果，毒素による溶血過程は， (il温度依存性結合 step ， (iil温度依存性膜障害 step ， (jjjl温度非依




1. Vibrio metschnikovii の産生する溶血毒素を高度に精製した。
2. この毒素が病原因子として働く可能性が強く示唆された。
3. 毒素による溶血過程は， (i)温度依存性結合 s tep , (jj)温度依存性膜障害 s tep ， (iii)温度非依存性 ly
sis step，の 3 段階に区別できる乙とがわかった。





本論文では，腸管感染原因菌と考えられる Vibrio metschnikovii の病原因子を検討し，乙の菌の産
生する溶血毒素を初めて分離精製した。また，乙の溶血毒素の溶血作用機序解析も行っており，タンパク
毒素による血球溶血作用の一様式を明らかにしている。得られた結果は，他の溶血毒素の作用機序解析を
行うために示唆深いものであり，溶血作用機序解析に有用な実験系を確立したものとして評価できる。
本論文は博士論文として価値あるものと考える。
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